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Abstract
　　　　To　investigate　the　relationship　between　the　expression　of　matrix　metalloproteinases　（MMPs），　their　inhibitors
（TIMPs）　and　liver　metastasis，　we　immunohistochemically　examined　the　expression　of　MMP－2　and　MMP－9，　and
TIMP－1　and　TIMP－2　on　specimens　of　86　patients　who　had　undergone　curative　surgical　resections　for　primary
colorectal　cancer．　The　positive　expression　rates　of　MMPs　and　TIMPs　were：MMP－2，16％in　tumor　cells　and
48％　in　stromal　fibroblasts；　MMP－9，　3590　in　stromal　macrophages；　TIMP－1，　29％　in　tumor　cells　and　TIMP－2，　33％
in　stromal　cells．　There　was　no　significant　difference　between　MMP－2　expression　in　tumor　cells　and　clinicopath－
ological　factors．　Expression　rates　of　MMP－2　in　stromal　cells　positively　correlated　with　lymphatic　invasion　（p〈
O．05）　and　venous　invasion　（p〈O．oo　1），　and　also　showed　a　tendency　toward　poor　prognosis　that　did　not　reach
statistical　significance　（p＝O．0766）．　lncreased　expression　rates　of　MMP－9　significantly　correlated　with　depth　of
invasion　（p〈O．05），　venous　invasion　（p〈O．05），　liver　metastasis　（p〈O．Ol）　and　poor　prognosis　（p〈O．Ol）．
Expression　rates　of　TIMP－1　showed　significant　inverse　correlation　with　depth　of　invasion　（p〈O．05），　tumor
differentiation　（p〈O．05）　and　venous　invasion　（p〈O．05）．　Expression　rates　of　TIMP－2　also　showed　significant
inverse　correlation　with　depth　of　invasion（p〈0．05）．　The　relationship　betw㏄n　MMP－9／TIMP－l　expression
status　and　liver　metastasis　was　analyzed．　The　incidence　of　liver　metastasis　was　significantly　higher　in　patients
with　MMP－9　（十）／TIMP－1　（一）　expression　than　in　patients　with　MMP－9　（一）／TIMP－1　（十）　expression　（p〈
O．Ol）．　Kaplan－Meier　survival　curves　revealed　that　patients　with　positive　MMP－9　expression　had　a　significantly
lower　5－year　survival　rate　than　those　with　negative　MMP－9　expression　（p〈O．Ol）．　ln　multivariate　analysis，
increased　MMP－9　expression　independently　correlated　with　liver　metastasis　（p＝O．oo38）．　These　findings　suggest
that　MMP－9　expression　independently　correlates　with　liver　metastasis　recurrence　and　shortened　survival　time　in
patients　who　have　undergone　curative　surgical　resection　for　primaiy　colorectal　cancer．
Introduction
Colorectal　cancer　is　one　of　the　most　cornmon　malig－
nant　tumors　among　gastrointestinal　cancers．　Liver
metastasis　is　the　maj　or　cause　of　poor　prognosis　in
colorectal　cancer．　lt　was　reported　that　metachronous
liver　metastasis　occurred　in　about　30％　of　patients　who
had　undergone　curative　surgical　resection　for　primary
colorectal　canceri）．　Proteolytic　degradation　of　the
extracellular　matrix　（ECM）　is　a　critical　event　in　the
processes　of　tumor　invasion　and　metastasis2・3）．　Matrix
me alloproteinases　（MMPs）　are　a　family　of　zinc－
depende t　endoproteinases　whose　enzymatic　activity　is
directed　against　components　of　ECM．　At　present，　more
than　21　membe s　 f　the　human　MMP　gene　family　have
been　clon d‘一6）．　Among　the　MMPs，　MMP－2
（gelat nase　A）　and　MMP－9　（gelatinase　B），　which　mainly
degrade　type　IV　collagen，　one　of　the　maj　or　components
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of　basement　membranes，　are　thought　to　be　closely
related　to　invasion　and　metastasis　of　malignant
tumors‘一7）．　Meanwhile，　the　proteolytic　activity　of
MMPs　is　regulated　by　a　group　of　specific　endogenous
inhibitors　known　as　tissue　inhibitors　of　metallo－
proteinases　（TIMPs），　which　consist　of　four　homologous
members　identified　to　date8・9）．　Two　of　the　TIMPs，
TIMP－1　and　TIMP－2，　are　known　to　bind　tightly　to
panicular　latent　MMPs：TIMP－1　binds　tightly　to　pro
MMP－9　and　TIMP－2　binds　tightly　to　pro　MMP－2　in　a　1：
1　molar　stoichiometry7－9），　blocking　MMP　activity　and
thereby　inhibiting　tumor　growth　and　metastasis．　The
balance　between　active　MMPs　and　available　TIMPs　is
critical，　and　differential　expression　of　MMPs　and　TIMPs
in　tumor　tissues　may　tilt　the　balance　and　thus　in伽ence
MMP　activity　and　tumor　progression．
　　MMP－2　and　MMP－9　are　described　to　be　important　in
initial　stages　of　tumor　invasion　through　degrading　com－
ponents　of　the　basement　membrane．　lncreased　MMP－2
and／or　MMP－9　expression　have　been　reported　to　be
associated　with　malignant　potential　in　a　variety　oftumor
types　including　breast’O），　stomach’i），　and　pancreasi2）．　ln
colorectal　cancer，　increased　expression　of　MMP－2　and／
or　MMP一・9　is　closely　associated　with　tumorigenesis　and
metastasis　in　colorectal　cancer　tissues’3一’9）．　Also，　de－
creased　TIMP　expression　is　inversely　associated　with
tumor　progression　in　human　tissuesi6，i7，20）．　However，
higher　levels　of　TIMPs　are　also　closely　correlated　with
malignant　potentiali‘・i8・i9）．　These　studies　indicate　that
the　interaction　between　MMPs　and　TIMPs　in　tumor
progression　is　complex　and　most　of　the　mechanisms　are
still　unclear．
　　Although　some　investigators　have　immunohisto－
chemically　analyzed　the　relationship　between　the　expres－
sion　patterns　of　MMPs，　TIMPs　and　clinical　outcome　in
colorectal　cancerisp’9），　there　has　been　no　study　assessing
which　expression　of　MMP－2，　一9　and　TIMP－1，　一2　at　the
invasive　margin　and　the　correlation　with　liver　metastasis
and　prognosis　in　patients　who　had　undergone　curative
surgical　resection　for　primary　colorectal　cancer．　ln　this
study，　we　immunohistochemically　investigated　the
expression　of　MMP－2，　一9　and　TIMP－1，　一2　at　the　tumor
margin　in　patients　who　had　undergone　curative　surgical
resection　for　primary　colorectal　cancer．
Materials　and　Methods
Patients　and　tissue　samples
　　Eighty－six　patients　who　had　undergone　curative　resec－
tion　for　primary　colorectal　cancer　（57　colon，　29　rectum）
at　Tokyo　Medical　University　Kasumigaura　Hospital
from　January　1994　to　January　1998　and　received　neither
chemotherapy　nor　radiation　therapy　before　surgery　were
selected　retrospectively　for　this　study．　All　specimens
were　fixed　in　10％　buffered　formalin　and　embedded　in
para冊n． The　patients　were　34　womerl　and　52　men　of
ages　ranging　from　38　 o　81　years　（median　age　64　years）．
The　macroscopic　and　histological　findings　including
tumor　siz ，　gross　type，　depth　of　tumor　invasion，　his－
tology， lympha ic　invasion，　venous　invasion　and　lymph
node　metastasi 　were　evaluated　based　on　the
classification　established　by　the　Japanese　Research　Soci－
ety　for　Colorectal　Cancer2i）．　The　patients　were　foll－
owed　from　surgery　until　December　2002；　the　median
follow－up period　was　62　months　with　a　range　from　8
months to　79　months．　Of　the　patients，21　were　found　to
have　liver　metastasis　by　computed　tomography　（CT）　or
m gnetic　resonance　imaging　（MRI）　during　follow－up，
and　20　died　because　of　tumor　local　recurrence　and
distant　metastasis．
Immunohistochemistry
　　ParaMn　sec ions　of　4　pt　m　in　thickness　were　immunos－
tained　with　monoclonal　antibodies　for　MMP－2　（42－
5Dl ，　1：50，　Fuji），　MMP－9　（56－2A4，　1：50，　Fuji），
TIMP－1　（147－6D　l　1， 1：25，　Fuji），　and　TIMP－2　（67－4H　l　1，
1：25，　Fuj　 　Chemical　lndustries，　Toyama，　Japan）　by　the
Envision十／HRP　method　with　heat－induced　antigen
retrieval．　The　sections　were　deparaflination　and　heated
to　990C　in　a　microwave　oven　（650　W）　for　20　min　to
retrieve　the　antigen．　The　endogenous　peroxidase　activ－
ity　was　 uppressed　by　a　solution　of　3％　hydrogen　perox－
ide　in　methanol　for　15min．　After　being　rinsed　in
phosphate－buffered　saline　（PBS），　the　sections　were　in－
c bated　for　2　 ours　at　room　temperature　with　the
monoclonal　antibodies．　After　washing　in　PBS，　the
sections　were　treated　with　goat　antimouse　immunog－
lobulins　conjugated　to　peroxidase　labeled－dextran　poly－
mer　（Dako，　Carpin eria，　CA，　USA）　for　1　hour　at　room
temperature．　Then　the　sections　were　developed　in　O．05
M　Tris－HCI　buffer　containing　O．6　mg／ml　3，3’一
diaminobenzidine　tetrahydrochloride　（DAB）　for　6　min．
After　washing　in　water，　the　nuclei　were　counterstained
with May ’s　hem toxylin．　By　omitting　the　primary
antibody，　negative　control　sections　were　stained．　The
immunopositive　cell　area　was　used　for　evaluation　of　the
immu ohistoch mical　staining　of　MMP－2，　MMP－9，
TIMP－1　and　TIMP－2　monoclonal　antibodies．　MMP－9
immunopositive　cells　were　identified　as　macrophages　by
immunostaining　of　adjacent　sections　in　30　patients　with
an　anti－macrophage　antibody，　CD68　（PG－M　l，　Dako）．
Areas　with　the　predominant　staining　pattern　were　cho－
sen　for　scoring　the　proportion　of　immunopositive　cells．
Cases　wer considered　positive　when　the　immuno－
positive　cell　rate　was　more　than　10％，　as　previously
described　by　Kikuchi　et　al．i8）．
Statist cal analysis
　　All　analyses　were　carried　out　using　StatView－J　5．O
statistica 　software　（SAS　lnstitute　lnc，　Cary，　NC，　USA）．
The　relationship　between　the　expression　of　MMP－2，
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MMP－9，　TIMP－1，　or　TIMP－2　and　clinicopathological
factors　was　examined　by　the　Chi－square　test，　Fisher’s
exact　test，　or　Mann－Whitney’s　U－test．　Survival　curves
were　constructed　according　to　the　Kaplan－Meier　method
and　compared　by　the　log－rank　test．　Factors　related　to
liver　metastasis　were　analyzed　by　conditional　logistic
regression．　A　P　value　less　than　O．05　was　considered　to
indicate　a　statistically　significant　difference．
Results
　　Localization　of　MMP－2，　一9　and　TIMP－1，　一2　expres－
　　sion
　　MMP－2　was　strongly　stained　in　tumor　cell　cytoplasm
in　16％　（14／86）　of　cases　and　in　stromal　fibroblasts　in
48％　（41／86）　of　cases　surrounding　the　tumor　margin，
paiticularly　at　the　invasive　front　（Fig．　1．a，　b）．　MMP－9
was　localized　predominantly　in　stromal　macrophages
藩y，
驚
灘．i欝欝。鱗纈
． ．“≠煤g撃?．．k．t．．．S．　　s　，　S
・蝋弼
　　　　謹
麹難
　　6’炉鋤
繍；i’i
灘．
　　　　犠莚．
霧
　　・電
汐‘
　・毎　　　剛も
葺
in　35％　（30／86）　of　cases，　diffused　surrounding　the　invad－
ing　tumor glands　and　scattered　in　the　tumor　areas．
There　were no　MMP－9　positive　macrophages　in　normal
tissue．　Tumo c lls　and　endothelial　cells　were　also
slightly　stained　for　MMP－9　（Fig．1．c）．　TIMP－1　was
localized　in　tum r　cell　cytoplasm　in　29％　（25／86）　ofcases
and there　was also　weak　immunoreactivity　in　normal
colorectal　epithelium　（Fig．　1．d）．　TIMP－2　was　localized
in　stromal　fibroblasts　in　33％　（28／86）　of　cases，　particular－
ly　diffused　at　the　invasive　front．　There　was　also　weak
TIMP－ staining　of　tumor　cells　in　the　tumor　nests　（Fig．
1．e）．
　　Correla ion　of　MMP　and　TIMP　expression　rates
　　with　c inicopathological　features
　　 The　expression　rates　of　MMPs，　TIMPs　and　correla－
tion　with　clinicopathological　factors　are　summarized　in
Table　1． The e　was　no　significant　difference　between
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Fig．1　lmmunohistochemical　staining　of　MMP－2，　一9　and
　　　　　TIMP－1，　一2　in　colorectal　cancer　tissues．
　　　　　（a）’　MMP－2　positive　staining　in　the　cytoplasm　oftumor
　　　　　cells　（×100）
　　　　　（b）：　MMP－2　positive　staining　in　stroma　at　invasive
　　　　　margin　（×　100）．
　　　　　（c）：MMP－9　positive　macrophage　infiltration　surround－
　　　　　ing　invadmg　tumor　glands　（×100）．
　　　　　（d）．　TIMP－1　staining　in　the　cytoplasm　of　tumor　cells
　　　　　（×100）．
　　　　　（e）：　TIMP－2　positive　staining　in　stroma　（×100）．
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　　　　　　　　Table　l　Correlations　between　MMP－2，　MMP－9，　TIMP－2　expression　rates　and　clinicopathologocal　factors
MMP－2 MMP－9 TIMP－1 TIMP－2
VariableNo．　tumor　cell
　　　　　　positive　P　value
　　　　　　rate　（％）
stroma
posltlve
rate　（％）
P　valueposltlverate　（％） P　value
posltlve
rate　（％） P　value
posltlve
rate　（％） P　value
Agea
　g．65　48　10（21）
　＞65　38　4（11）
Sexa
male　52　10（19）
female　34　4（12）
Locationa
　colon　57　8（14）
rectum　29　6（21）
Sizea
　S4cm　46　8（17）
＞4cm　40　6（15）
Gross　typea
　1　23　3（13）
　2　44　6（14）
　3　19　5（26）Depthb
sm　22　4（18）
mp　13　O（O）
　ss－se　35　6（17）
　si　16　4（25）
Histologya
wel　34　4（12）
mod　40　9（23）
muc十por　12　1（8）
Lymphatic　invasiona
　positive　64　12（19）
　negative　22　2（9）
Venous　invasiona
　posiitve　46　8（17）
　negative　40　6（15）
lymph　node　metastasisa
　positive　41　8（20）
　negative　45　6（13）
Liver　recurrencea
　positive　21　4（19）
　negative　65　10（15）
Prognosisa
　dead　20　5（25）
　alive　66　9（14）
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
22（49）
19（50）
28（54）
13（38）
27（47）
14（48）
20（44）
21（53）
8（35）
20（46）
13（68）
9（41）
3（23）
23（66）
9（56）
14（41）
23（58）
4（33）
35（55）
6（27）
30（65）
11（28）
23（56）
18（40）
13（62）
37（57）
13（65）
28（42）
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
O．0264
0．OOOs
NS
NS
NS
19（40）
11（29）
20（39）
10（29）
23（40）
7（24）
13（28）
17（43）
8（35）
14（32）
8（42）
5（23）
4（31）
12（34）
9（56）
14（41）
13（33）
3（25）
24（38）
6（27）
21（46）
9（23）
16（39）
14（31）
13（62）
18（28）
12（60）
18（27）
NS
NS
NS
NS
NS
O．0446
NS
　NS
O．0246
　NS
O．0045
0．OO　17
14（29）
11（29）
17（33）
8（24）
14（25）
11（38）
r6（35）
9（23）
10（44）
12（27）
3（16）
10（46）
7（54）
4（11）
4（25）
15（44）
9（23）
1（8）
16（25）
9（41）
9（20）
16（40）
9（22）
16（36）
4（19）
21（32）
3（15）
22（33）
NS
NS
NS
NS
NS
O．015
O．0291
　NS
O．0374
NS
NS
NS
15（31）
13（34）
17（33）
11（32）
20（35）
8（28）
18（39）
10（25）
10（44）
13（30）
5（26）
10（45）
7（54）
7（20）
4（25）
13（38）
13（33）
2（17）
19（30）
9（41）
14（30）
14（35）
10（24）
18（40）
6（29）
22（34）
5（25）
23（35）
NS
NS
NS
NS
NS
O．0374
NS
NS
NS
NS
NS
NS
a：Chi－square　test　or　Fisher’s　exact　test，　b：Mann－Whitnery’s　U－test，　NS：not　significant．
Table　2　correlations　between　MMP，　TIMP　expression　rates　and　liver　metastasis，　prognosis　in　patients　with　lymph　node
　　　　　　　　metastasls
MMP－2 MMP－9 TIMP－1 TIMP－2
VariableNo．　tumor　cell
　　　　　　positive　P　value
　　　　　　rate　（％）
stroma
posltlve
rate　（％）
P　valueposltlverate　（％） P　value
posltlve
rate　（％） P　value
poslUve
rate　（％） P　value
Liver　metastasisa
　positive　17
　negative　24
Survivala
dead　16alive　25
4（24）
4（17）
4（25）
4（16）
NS
NS
10（59）
13（54）
10（63）
13（52）
NS
NS
10（59）
6（25）
9（56）
7（28）
O．0287
0．0705
4（24）
5（21）
2（13）
7（28）
NS
NS
4（24）
6（25）
3（19）
7（28）
NS
NS
a：　Chi一一square　test　or　Fisher’s　exact　test，NS：　not　significant．
　　　　　　　　　　　　　　（4）
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Table　3Relationship　between　MMP－9／TIMP－1　expres－
sion　status　and　liver　metastasis
MMP－9／TIMP－1　expression
VariableNo．　（一）／（一）　（．）／（＋）　（＋）／（一）（＋）／（＋）
　　　　　n＝42　n＝14　n＝19　n＝11
Liver　metastasis
positive　21
　negative　65
7
35
1c
13
10d
9
3
8
c　vs．　d：　p＝O．0089，　Fisher’s　exact　test
MMP－2　expression　in　tumor　cells　and　clinicopath－
ological　features．　Expression　rates　of　MMP－2　in
stromal　cells　positively　correlated　with　lymphatic　inva－
sion　（p＝OD264）　and　venous　invasion　（p＝O．ooO5），　and
also　showed　a　tendency　toward　poor　prognosis　that　did
not　reach　statistical　significance　（p＝O．0766）．　lncreased
expression　rates　of　MMP－9　significantly　correlated　with
depth　of　tumor　invasion　（p＝O．0446），　venous　invasion
（p＝　O．0246），　liver　metastasis　（p＝O．oo45）　and　poor　prog－
nosis　（p＝＝O．oo　17）．　TIMP　expression　inversely　correlat－
ed　with　tumor　progression．　The　expression　rates　of
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Kaplan－Meier　survival　curves　of　patients　with　colorectal　cancer　according　to　the　expression　of　MMP－2，　一9．
A：　showing　significant　correlation　between　MMP－9　positive　expression　in　stromal　macrophages　and　shortened　patients
survival，　p＝O．005，　log一一rank　test．
B：　showing　a　tendency　toward　shortened　patient　survival　that　did　not　reach　statistical　significance　in　patients　with
MMP－2　positive　expression　in　stroma，　p＝O，1044，　log－rank　test．
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Table　4　Multivariate　analysis　of　liver　metastasis　in　patients　with　colorectal　cancer
95％　CI
Variable Odds　ratio
LowerUpper
P－value
Size　（＄4cm　vs．　＞4cm）
Depth　（sm　vs．　mp，　ss－se，　si）
Histology　（wel　vs．　mod，　por）
lymphatic　invasion　（十　vs．　一）
Venous　invasion　（十　vs．　一）
Lymph　node　metastasis　（十　vs．　一）
MMP－2　expression　in　cancer　cells　（十　vs．　一）
MMP－2　expression　in　stromal　cells　（十　vs．　一）
MMP－9　expression　（十　vs．　一）
TIMP－1　expression　（十　vs．　’）
TIMP－2　expression（十vs．一）
O．725
2．436
0．81
3．04
0．425
5．245
0．454
5．123
12．094
0．319
0．591
O．141
0．951
0．269
0．159
0．061
0．989
0．067
0．845
2．234
0．057
0．124
3．737
6．238
2．436
57．941
2．977
27．826
3．095
31．078
65．476
1．79
2．808
O．7004
0．0635
0．7075
0．4598
0．3886
0．0515
0．4203
0．0756
0．0038
0．1943
0．508
CI：　Confidence　intervals
TIMP－1　showed　significant　inverse　correlation　with
depth　of　tumor　invasion　（p＝O．015），　tumor　differen－
tiation　（p＝O．0291）　and　venous　invasion　（p＝O．0374）；
Expression　rate　of　TIMP－2　showed　significant　inverse
correlation　with　depth　of　tumor　invasion　（p＝＝O．0374）．
In　patients　with　lymph　node　metastasis，　only　the　MMP－9
positive　rate　was　higher　in　patients　with　liver　metastasis
than　in　those　without　liver　recurrence　（10／17　vs．　6／24，
p二〇．0287），and　the　MMP－9　positive　rate　also　showed　a
tendency　toward　poor　prognosis　but　had　no　statistical
significance　（9／16　vs．　7／25，　p＝O．0705，　Table　2）．
　　The　relationship　between　MMP－9／TIMP－1　expression
and　liver　metastasis　is　shown　in　Table　3．　The　incidence
of　liver　metastasis　was　significantly　higher　in　patients
with　MMP－9　（十）／TIMP－1　（一）　expression　than　in
patients　with　MMP－9　（一）／TIMP－1　（十）　expression
（10／9　vs．　1／13，　p＝O．oo89）．　We　also　compared　the
MMP－2／TIMP－2　expression　with　liver　metastasis，　but
there　was　no　significant　correlation　between　MMP－2／
TIMP－2　expression　and　liver　metastasis．
　　Furthermore，　Kaplan－Meier　survival　curves　revealed
that　patients　with　positive　MMP－9　expression　had　a
significantly　lower　5－year　survival　rate　than　those　with
negative　MMP－9　expression　（58．9％　vs．　85．5％，　p＝＝O．oo5，
log－rank　test，　Fig．2．A）．　The　patients　with　MMP－2
positive　expression　in　stromal　cells　also　had　a　dimini－
shed　5－year　survival　rate　as　compared　with　those　with
MMP－2　negative　expression，　but　there　was　no　statistical
significance　（68．2％　vs．　83．9％，　p＝O．1044，　log－rank　test，
Fig．　2．B）．
　　Multivariate　analysis　of　tumor　size，　depth　of　invasion，
histology，　lymphatic　permeation，　venous　invasion，
lymph　node　metastasis　and　expression　of　four　proteins
using　the　logistic　regression　model　revealed　that　of　these
variables，　only　MMP－9　positive　expression　（p＝O．oo38）
was　an　independent　risk　factor　for　liver　metastasis．
Lymph　node　metastasis　（p＝＝O．0515）　seems　to　be　an
important　risk　factor　for　liver　metastasis，　but　the
diffe ence　only　approached　statistical　significance　（Table
4）．
Discussion
　　Our　results　indicated　that　high　MMP－9　expression
rates　 n　strom l　macrophages　were　frequently　associated
with　venous invasion，　liver　metastasis　and　poor　5－year
survival，　an high　MMP－2　expression　rates　in　stromal
cells　but not　in　 umor　cells　were　significantly　associated
with　lymphatic　permeation　and　venous　invasion　rather
distant　meta tasis．　lncreased　MMP－9　expression　in
stromal　ma rophages　may　play　a　key　role　in　liver
metastasis　and　poor　prognosis　in　colorectal　cancer．
　　　　Our　data　seem　to　support　the　notion　that　MMP－2
and　MMP－9　primarily　localize　in　stromal　cells　and
correlate　with　tumor　progressioni4－i6，i8，22－25）．　Mc　Don一．
nell　et　al．22）　reported　that　highly　metastatic　human　colon
cancer　cells regulate　the　host　producing　high　levels　of
MMP－2　and　MMP－9　in　vivo．　Kikuchi　et　al．i8）　reported
that　MMP－2　expression　in　stromal　cells　closely　correlat－
ed　with　local　invasion　in　colorectal　cancer　tissues．
Mukai et　al．i5）　also　reported　that　the　MMP－2　expression
rates　in　stromal　cells　but　not　in　tumor　cells　were
signif cantly　higher　in　the　primary　lesions　than　in　liver
or　lymph　node　metastases．　These　results　indicated　that
MMP－2　was　more　frequently　associated　with　promotion
of　tumor　growth　and　local　invasion　than　involvement　in
distant　m tastasis．　Although　lnuzuka　et　al．26）　reported
that　MMP－9　expression　in　tumor　cells　correlated　with
venous　invasion　and　liver　metastasis　in　colorectal　cancer，
other　observers　showed　that　MMP－9　was　frequently
expressed　in　stromal　macrophages　surrounding　invading
tumor　glands　and　positively　correlated　with　malignant
potentiali‘・’6・2‘，25）．　Zeng　et　al．i‘）　reported　that　MMP－9－
positive　macrophages　progressively　increased　with
advancing　colorectal　cancer　stage　in　primary　tumors，
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and　were　also　localized　within　the　tumor　margin　in　liver
metastases，　suggesting　that　this　MMP－9　positive　pattern
might　be　important　in　degrading　the　ECM　of　colorectal
cancer　primary　tumor　and　liver　metastases．　ln　our
study，　MMP－2　and　MMP－9　were　localized　in　stromal
cells　surrounding　the　invasive　margin，　increased　MMP－2
expression　was　frequently　correlated　with　local　invasion
and　high　MMP－9　expression　was　significantly　associated
with　liver　metastasis．
　　MMP－2　and　MMP－9　expression　in　stromal　cells　might
be　important　for　invasion　and　metastasis　in　colorectal
cancer　by　cancer－stromal　cellular　interactions．　An
explanation　for　this　notion　is　that　the　production　of
MMPs　by　stroma　is　regulated　by　tumor　cells　through
cytokines　（TGF－6，　IL－1）　and　extracellular　matrix　metal－
loproteinase　inducer　（EMMPRIN）6・27・28）．　EMMPRIN，
an　intrinsic　plasma　membrane　glycoprotein，　is　abuntant
on　the　surface　of　tumor　cells，　and　can　stimulate　the
production　of　MMPs　by　adj　acent　stromal　cells27）．
Tumor　cells　might　function　as　a　receptacle　for　stromal
MMPs　through　regulating　the　activity　of　stromal　MMPs．
Active　MMP－9　is　localized　to　the　tumor　cell　surface　by
binding　to　the　MMP－9／CD44　fusion　protein，　which　can
activate　latent　TGF－6　and　may　protect　MMP　activity
from　inhibition　by　TIMPs29）．　Tumor　cell　interaction
with　stromal　cells　via　EMMPRIN　may　provide　a　local
tissue　remodeling　that　can　be　adopted　by　tumor　cells　to
promote　tumor　growth　and　invasion．
　　TIMPs　are　thought　to　reduce　tumorigenesis　and
metastasis　by　inhibiting　MMPs　activity30・3’）．　Some
studies　reported　that　TIMP－2　expression　in　stromal　cells
correlated　with　long　survival　timei6）　and　decreased　local
invasion’7）．　Our　results　showed　that　reduced　expression
of　TIMP－1　in　tumor　cells　and　of　TIMP－2　in　stromal　cells
was　also　frequently　associated　with　local　invasion．　But
there　was　no　statistically　significant　relationship　between
TIMP　expression　and　decreased　distant　metastasis　or
long　survival　time，　indicating　that　TIMP　expression　may
inhibit　invasive　potential　but　does　not　influence　tumor
prognosis．　However，　increased　TIMP－1　and　TIMP－2
expression　in　stromal　cells　significantly　correlated　with
Dukes’　stage，　lymph　node　metastasis　and　poor　survival
time　in　colorectal　canceri8，’9）．　These　results　indicate
that　TIMPs　may　have　both　inhibitory　effect　and
stimulatory　effect　on　tumorigenesis　and　metastasis，　and
further　studies　are　needed　to　define　the　more　biological
functions　of　TIMPs　in　tumor　progression．
　　An　imbalance　in　local　MMP／TIMP　concentration
caused　by　an　increase　in　MMP　expression　and　a　concur－
rent　decrease　in　TIMP　production　may　facilitate　tumor
invasion　and　metastasis32）．　We　analyzed　the　relation－
ship　between　MMP／TIMP　expression　and　liver　metas－
tasis．　Patients　with　MMP－9　（十）／TIMP－1　（一）expres－
sion　had　a　significantly　higher　risk　of　establishing　liver
metastasis　than　those　with　MMP9　（一）／TIMP　（十）
expression，　suggesting　that　the　MMP－9／TIMP－1　imbal－
ance　may nt ibute　to　liver　metastasis　in　colorectal
cancer．
　　Of　patients　who　have　undergone　curative　surgical
resection，　th re　is　no　definitive　way　to　predict　which　will
develop　liver　metastasis．　ln　this　study，　based　on
multivariate　analysis，　only　increased　MMP－9　expression
independently　correlated　with　liver　metastasis，　suggesting
that immunohis ochemical　analysis　of　MMP－9　expres－
sion　could　help　to　identify　patients　who　have　a　high　risk
of　liver　meta tasis．　Meanwhile，　elevated　MMP－9
expression　also　might　be　used　as　a　target　for　antimetas－
tatic th rapy33）．
　　In　summary，　increased　MMP－2　and　MMP－9　expres－
sion　by　peritumor　stromal　cells　is　closely　associated　with
malignant　potential．　ln　particular　MMP－9　expression
in　stro a 　macrophages　independently　correlated　with
liver　metasta is　and　shortened　survival　time　in　patients
who　had　undergone　curative　surgical　resection　for　pri－
mary　colorectal　cancer．　lncreased　expression　of　TIMP－
1　in　cancer　cells and　of　TIMP－2　in　stromal　cells　inversely
correlated　with　tumor　progression．　Synthetic　gelatinase
inhibitor　might　be　beneficial　in　preventing　human　color－
ectal　tumor　 e urrence．
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大腸癌におけるMMP－2，一9及びTIMP－1，一2の発現と
　　　　　　　術後肝転移との関連性について
劉 革
東京医科大学外科学第四講座
（指導者：田渕崇文主任教授）
【要旨】　MMPs及びTIMPsは癌浸潤転移において細胞外Matrix分解を中心に重要な役割を担っていることがそれぞ
れの腫瘍で解明されている。大腸癌におけるMMP－2，　MMP－9及びTIMP－1，　TIMP－2の発現と術後肝転移との関連性を検
討する為、当科でfollow－upできた根治度A大腸癌症例86例を対象とし、　MMP－2，　MMP－9及びTIMP－1，　TIMP－2に対す
る免疫組織染色を行った。全て因子の免疫染色性を腫瘍先進部で検索した。…P－2の発現率は癌細胞で16％で、問質細
胞で48％であった。間質細胞でのMMP－2の発現はリンパ管侵襲（p＜0．05）、静脈侵襲（p＜0．001）との関連性が認められ
た。MMP－9の発現は問質macrophages細胞で発現され、頻度が35％であり、腫瘍深達度（p〈0．05）、静脈侵襲（p＜O．05）、
肝転移再発（p＜0．OD、予後不良（p＜0．Ol）との関連性が認められた。　TIMP－1の発現率は癌細胞で29％であり、腫瘍深達
度（p＜0．05）、組織分化型（p〈0．05）、静脈侵襲（p＜0．05）との逆相関性が認められた。TIMP－2の発現率は間質細胞で33％
であり、腫瘍深達度（p＜0．05）との逆相関性も認められた。リンパ節転移症例においては、肝転移再発症例でのMMP－9の
発現率が非再発症例より有意に高かった（p＜0．05）。また、MMP－9（＋）／TIMP－1（一）の症例はMMP－9（一）／TIMP－1（＋）
の症例に比べ肝転移再発症例が有意に多かった（p＜0．Ol）。さらに、ロジスティック多変量分析により、MMP－9の発現は
肝転移再発（p＝0．0038）に独立した有意な危険因子であることが明らかとなった。　以上より、免疫染色方法による間質
macrophages細胞でのMMP－9の発現が根治性大腸癌症例の術後肝転移再発の重要な規定因子であると考えられた。
〈Key　words＞MMP－2，一9、　TIMP－1，一2、肝転移再発、大腸癌
（9）
